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ABSTRAK 
 
OPTIMASI PROSES EKSTRAKSI KAROTEN DAN KLOROFIL DARI Spirulina platensis DENGAN 
TEKNOLOGI  KARBON DIOKSIDA (CO2) SUPERKRITIS MENGGUNAKAN METODE PERMUKAAN 
TANGGAP. Spirulina platensis merupakan jenis mikroalga yang banyak dibudidayakan di dunia, karena memiliki 
kandungan bahan aktif antara lain karoten, klorofil, dan fikosianin. Karoten dan klorofil selain berfungsi sebagai 
pewarna alami juga memiliki kandungan antioksidan yang tinggi. Pada penelitian ini dilakukan ekstraksi karoten 
dan klorofil dari Spirulina platensis menggunakan metode ekstraksi superkritis CO2 dengan etanol sebagai co-
solvent. Rancangan penelitian menggunakan software Design Expert
®
 7.0 dengan variabel suhu, tekanan, dan 
waktu, serta respon yang diamati yaitu kadar karoten dan klorofil. Tujuan dari penelitian ini untuk mendapatkan 
kondisi optimum proses ekstraksi Spirulina platensis dengan superkritis CO2, menggunakan metode Central 
Composite Design (CCD) yang merupakan salah satu metode permukaan tanggap untuk mendapatkan karoten 
dan klorofil yang maksimal. Hasil optimasi kondisi proses ekstraksi superkritis CO2 yang didapatkan adalah 
kondisi proses suhu optimal 38,57 ⁰ C; tekanan optimal pada 23,43 MPa; dan waktu proses selama 227,55 
menit. Kadar karoten maksimal yang diperoleh pada kondisi optimal tersebut adalah 512,403 µg/ml dan kadar 
klorofil sebesar 105,701 µg/ml. 
 
Kata kunci : Spirulina, Karoten, Klorofil, Superkritis CO2 
 
ABSTRACT 
 
OPTIMIZATION OF CAROTENE AND CHLOROPHYLL EXTRACTION PROCESS FROM Spirulina platensis 
BY SUPERCRITICAL CARBON DIOXIDE (CO2) TECHNOLOGY USING RESPONSE SURFACE 
METHODOLOGY. Spirulina platensis is a type of microalgae that widely cultivated in the world, because its 
active ingredients such as carotene and chlorophyll, in addition to phycocyanin. Carotene and chlorophyll, in 
addition to functioning as natural dyes, also have high antioxidant content. In this research, extraction of carotene 
and chlorophyll from Spirulina platensis was done by supercritical CO2 extraction method with ethanol as a co-
solvent. The research was design by software Design Expert
®
 7.0 with variables were temperatures, pressure, 
and time; for the response in the form of carotene and chlorophyll content. The purpose of this research is to 
obtain the optimum extraction process conditions by using the Central Composite Design (CCD) method, which 
is one of the response surface methods to obtain maximum carotene and chlorophyll. The results of the 
optimization of the supercritical CO2 extraction process conditions obtained were the optimal temperature 
process conditions of 38.57 C; optimal pressure at 23.43 MPa; and processing time for 227.55 minutes. The 
results of the maximum carotene levels obtained at these optimal conditions are 512.403 µg/ml and chlorophyll 
content of 105.701 µg /ml.             
 
Key words : Spirulina, Caroten, Chlorophyll, Supercritical CO2 
 
 
PENDAHULUAN 
 
Salah satu jenis mikroalga yang paling 
banyak dibudidayakan di dunia adalah jenis 
Spirulina (Al-Dhabi dan Arasu 2016), karena 
mengandung protein sekitar 60% sampai 70% 
dengan berbagai kandungan bahan aktif seperti 
fikosianin, karoten, dan klorofil (Wells et al. 
2017; Agustini et al. 2017). Bahan aktif tersebut 
banyak digunakan sebagai antioksidan, 
antikanker, dan bahan pewarna alami untuk 
industri kosmetik dan farmasi (Ambati dan 
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Gokare 2018; Firdiyani, Agustini, dan Ma’ruf 
2015; Vidyalakshmi dan Kumaravel 2014; Al-
Dhabi dan Arasu 2016). Karoten digunakan 
sebagai prekursor vitamin A dan antioksidan 
yang dapat menghilangkan radikal bebas serta 
meningkatkan kekebalan tubuh (Park et al. 
2018; Bogacz-radomska dan Harasym 2018; 
Meiping dan Caixian 2015). Karoten banyak 
dimanfaatkan sebagai pewarna dan antioksidan 
alami makanan, kosmetik, dan farmasi (Mala, 
Karthik, dan Sakthiselvan 2010). Sedangkan 
klorofil berfungsi dalam regenerasi sel yang 
membantu proses penutupan jaringan luka dan 
pencegah kanker karena memiliki kandungan 
antioksidan yang tinggi (Hosikian et al. 2010; 
Pirenantyo dan Limantara 2008).  
Karoten dan klorofil sebagai antioksidan 
memiliki kelemahan mudah terdegradasi oleh 
cahaya dan suhu tinggi (Park et al. 2018). Oleh 
karena itu, diperlukan metode ekstraksi yang 
sesuai untuk mendapatkan bahan aktif karoten 
dan klorofil pada Spirulina.  
Metode ekstraksi karoten dan klorofil yang 
telah dilakukan antara lain menggunakan pelarut 
organik (Mala, Karthik, dan Sakthiselvan 2010; 
Meiping and Caixian 2015), menggunakan 
gelombang elektro (Poojary et al. 2016), 
ultrasonikasi (Hadiyanto, Marsya, dan 
Fatkhiyatul 2015) dan CO2 superkritis (Cardoso 
et al. 2012). Salah satu pelarut yang sering 
digunakan dalam proses ekstraksi superkritis 
adalah karbon dioksida (CO2).  CO2 memiliki 
kondisi kritis pada suhu 31,1 ⁰C; tekanan 72 bar 
(7,2 MPa) serta merupakan pelarut yang murah, 
ramah lingkungan (dibandingkan pelarut 
organik), dan dikategorikan sebagai senyawa 
yang aman oleh Food and Drug Administration 
(FDA) dan The Europen Food Safety Authority 
(EFSA) (Sapkale et al. 2010). Teknologi 
superkritis CO2 relatif cepat, efisien, dan 
selektivitas ekstraksi dapat dikontrol dengan 
densitas pelarut, biaya rendah, dan memberikan 
hasil ekstraksi yang lebih baik (Machmudah, 
Kanda, dan Goto 2018; Chan 2012; Sapkale et 
al. 2010). Penggunaan metode ekstraksi 
menggunakan CO2 superkritis diharapkan dapat 
mengatasi sifat mudah terdegradasi yang dimiliki 
oleh karoten dan klorofil. 
Wang et al. (2007) telah melakukan 
ekstraksi Spirulina platensis menggunakan CO2 
superkritis menggunakan metode permukaan 
tanggap dengan rancangan percobaan Box-
Behnken pada kondisi suhu 32 ⁰C hingga 48 ⁰C; 
tekanan 20 Mpa sampai 40 MPa; dan waktu 2 
jam sampai 4 jam. Hasil penelitian tersebut 
menunjukkan kondisi optimal pada suhu 48 ⁰C, 
tekanan 20 MPa, dan waktu 4 jam menghasilkan 
beta-karoten 77,8 g/kg. Careri et al. (2001) telah 
melakukan ekstraksi Spirulina platensis strain 
Pacifica menggunakan CO2 superkritis dengan 
rancangan percobaan faktorial pada kondisi 
suhu 40 ⁰C sampai 80 ⁰C; tekanan 15 MPa 
hingga 35 MPa; dan suhu 40 menit sampai 100 
menit. Hasil penelitian tersebut menunjukkan 
kondisi optimal pada suhu 60 ⁰C, tekanan 35 
MPa dan waktu 100 menit menghasilkan beta-
karoten 118 mg/100 g. Penelitian tersebut juga 
menyimpulkan bahwa kondisi tekanan 
berpengaruh signifikan terhadap kadar karoten. 
Kenaikan tekanan menghasilkan kenaikan kadar 
karoten. Kenaikan tekanan menyebabkan 
kenaikan densitas cairan, yang dapat menaikkan 
kelarutan cairan (Careri et al. 2001). Pada saat 
suhu meningkat, maka densitas cairan menurun 
dan meningkatkan kelarutan cairan (Thana et al. 
2008). Pada saat suhu meningkat, maka 
kemampuan difusi cairan terhadap sampel padat 
akan meningkat (Jaime et al. 2005). 
Pada penelitian ini dilakukan ekstraksi 
karoten dan klorofil dari Spirulina platensis 
menggunakan CO2 superkritis dan etanol 
sebagai co-solvent. Etanol dipilih karena 
merupakan pelarut yang Generally Recognize as 
Safe (GRAS). Etanol merupakan pelarut yang 
memiliki sifat lebih aman dibandingkan pelarut 
lainnya seperti aseton, petroleum eter, hexane, 
dan metanol (Choi dan Lee 2018), sehingga 
karoten dan klorofil yang dihasilkan aman 
digunakan untuk makanan dan farmasi. Laju alir 
etanol sebagai co-solvent yang digunakan 
adalah tetap yaitu 5 ml/menit, sesuai dengan 
tingkat penggunaan yang umum untuk 
efektivitas ekstraksi berkisar antara 5,0% dan 
16,0% (Srinivas et al. 2017). Penelitian oleh 
Mallikarjun et al. (2015) menyatakan bahwa 
ekstraksi Spirulina spp. dengan fluida superkritis 
menghasilkan ekstrak yang memiliki sifat 
antioksidan. Uji aktivitas antioksidan pada hasil 
ekstrak dari Spirulina spp. yang menggunakan 
etanol sebagai co-solvent memiliki rendemen 
lebih tinggi dibandingkan tanpa menggunakan 
etanol. 
Metode yang digunakan untuk 
mendapatkan optimasi adalah metode 
permukaan tanggap/ Response Surface 
Methodology (RSM). Metode permukaan 
tanggap adalah suatu metode statistika dan 
matematika digunakan dalam pemodelan dan 
analisis, yang bertujuan untuk mengembangkan, 
meningkatkan, dan mengoptimalkan proses. 
Selain itu untuk melihat pengaruh terhadap 
beberapa variabel kuantitatif dan untuk 
mendapatkan variabel respon yang optimal 
(Jaswir et al. 2019). Optimasi dengan metode 
permukaan tanggap dapat mengetahui kondisi 
proses yang optimal (Jaswir et al. 2019), 
mengetahui pengaruh suhu, tekanan dan waktu 
dari proses dari setiap proses (Choi dan Lee 
2018).  
Pada penelitian ini dilakukan optimasi 
proses ektraksi karoten dan klorofil dari Spirulina 
platensis menggunakan teknologi superkritis 
CO2 dan etanol sebagai co-solvent dengan 
metode permukaan tanggap. Adapun variabel 
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kuantitatif yang digunakan adalah suhu, waktu, 
dan tekanan ekstraksi (Thana et al. 2008), 
variabel respon berupa kadar karoten dan 
klorofil. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk 
mengoptimalkan proses ekstraksi teknologi CO2 
superkritis dalam menghasilkan ekstrak karoten 
dan klorofil yang maksimal.  
Kebaruan penelitian ini dibandingkan 
dengan penelitian sebelumnya adalah bahan 
baku yang digunakan merupakan mikroalga 
Spirulina platensis yang dibudidayakan pada air 
tawar, yang diekstraksi dengan menggunakan 
metode superkritis CO2 untuk mendapatkan 
karoten dan klorofil. Optimasi proses ekstraksi 
karoten dan korofil dari Spirulina platensis akan 
menggunakan rancangan percobaan Central 
Composite Designs (CCD) dengan variabel 
suhu, waktu dan tekanan, sehingga diharapkan 
dapat memprediksi pengaruh variabel terhadap 
kondisi proses ekstraksi serta mengevaluasi 
hasil ekstrak yang dihasilkan.  
 
BAHAN DAN METODE 
 
Bahan  
Bahan penelitian ini antara lain mikroalga 
Spirulina platensis, aquades, dan etanol (Merck). 
Peralatan yang digunakan dalam 
penelitian ini adalah CO2 superkritis dan 
Spektrofotometer Uv-Vis (Shimadzu UV-1280). 
 
Metode  
a. Proses ekstraksi 
Persiapan alat ekstraksi CO2 superkritis 
dilakukan dengan pengaliran gas CO2, 
penyetingan chiller pada suhu 2˚ C hingga suhu 
-3˚ C, dan setting suhu ekstraktor chamber ke 
suhu yang diinginkan. Selanjutnya, 
penimbangan bahan baku Spirulina platensis 
dan memasukkan ke tabung ekstraktor dan 
mengencangkannya agar tidak terjadi 
kebocoran. Penambahan etanol sebagai co-
solvent. Jika tidak terjadi kebocoran CO2, maka 
dilanjutkan dengan penyetingan tekanan dan 
penyetingan flow etanol. Selanjutnya dilakukan 
pemasangan tabung penampung produk 
ekstrak. Proses ekstraksi dapat dimulai jika 
kondisi yang diinginkan tercapai, produk ekstrak 
akan mengalir ke dalam tabung penampung dan 
dilanjutkan dengan analisa karoten dan klorofil. 
Variabel bebas yaitu suhu, tekanan dan 
waktu dapat dilihat pada Tabel 1. Percobaan 
optimasi dirancang dengan CCD yang 
merupakan salah satu metode permukaan 
tanggap. Rancangan percobaan dapat dilihat 
pada Tabel 2. 
 
 
b. Analisis Kadar Karoten 
Analisis kadar karoten dilakukan 
menggunakan Spektrofotometer UV-Vis. 
Konsentrasi karoten dihitung sesuai dengan 
standard PORIM p.2.6, 1995 (Lin, Sue, and Ai 
1995). Absorbansi diukur pada panjang 
gelombang 446 nm dan konsentrasi karoten 
dihitung dengan persamaan: 
 
          
                  
      
   (1) 
 
W menyatakan bobot sampel yang diekstrak 
(gram), As menyatakan absorbansi sampel, dan 
Ab menyatakan absorbansi blanko. 
 
Tabel 1. Variabel kondisi (suhu, waktu dan tekanan) 
pada proses ekstraksi 
 
Variabel Satuan Nilai bawah Nilai atas 
Suhu Celcius 33.8 60 
Tekanan MPa 23,32 26,68 
Waktu Menit 43,18 240 
 
Tabel 2. Rancangan percobaan optimasi proses 
Proses Suhu 
(⁰C) 
Tekanan 
(MPa) 
Waktu 
(menit) 
1 50 25 43.18 
2 50 25 60 
3 50 25 77.27 
4 60 24 50 
5 60 24 70 
6 40 24 50 
7 40 24 70 
8 40 26 50 
9 40 26 70 
10 50 23.32 60 
11 50 26.68 60 
12 33.8 25 70 
13 60 26 50 
14 60 25 45 
15 50 25 120 
16 50 25 180 
17 50 25 240 
18 60 25 60 
19 60 25 120 
20 60 25 180 
21 60 25 240 
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c. Analisis kandungan klorofil  
Sampel sebanyak 0,1 gram dan dilarutkan 
dalam 2 mL pelarut dimasukkan ke dalam ke 
dalam gelas ukur. Ekstrak tersebut ditera hingga 
mencapai volume 8 mL. Lalu ekstrak tersebut 
dimasukkan ke dalam tabung sentrifugasi dan 
disentrifugasi selama 10 menit dengan 
kecepatan 2.500 rpm. Supernatan yang 
diperoleh diencerkan menjadi 1 mL ekstrak 
dilarutkan ke dalam 4 mL metanol dan dibaca 
absorbansinya dengan spektrofotometer UV-Vis  
pada panjang gelombang 665 nm dan 652 nm. 
Absorbansi yang telah dibaca pada panjang 665 
nm dan 652 nm dimasukkan ke dalam rumus 
sebagai berikut: 
 
[Ch a] =  16,29 A665 -   8,54 A652  (2) 
[Ch b] =  30,66 A652 - 13,58 A665  (3) 
Kadar total klorofil = [Ch a] + [Ch b]  (4) 
 
Keterangan :  
[Ch a] = konsentrasi klorofil a 
[Ch b] = konsentrasi klorofil b 
 
d. Rancangan Percobaan Optimasi 
Proses 
Optimasi proses metode permukaan 
tanggap menggunakan Design Expert 7.0. 
Metode optimasi ini juga memiliki kelebihan 
dibandingkan metode optimasi klasik. Metode 
klasik umumnya menggunakan pendekatan one-
factor-at-a-time dimana hanya satu faktor 
divariasikan pada satu waktu sedangkan 
variabel yang lain konstan, metode klasik ini, 
mahal dan membutuhkan waktu yang lama. 
Dengan menggunakan rancangan percobaan 
berdasarkan metode permukaan tanggap, 
percobaan kombinasi dapat dibuat dengan 
jumlah minim tanpa mencoba seluruh kombinasi 
(Nuraeni, Pratiwi, dan Ariani 2018; Hunter, 
Hunter, dan George 1978). 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
Proses ekstraksi menggunakan superkritis 
CO2 
Hasil ekstraksi Spirulina platensis 
menggunakan metode CO2 superkritis 
menghasilkan dua jenis senyawa yaitu klorofil 
dan karoten. Kedua senyawa tersebut dapat 
berfungsi sebagai antioksidan. Hasil ekstraksi 
dapat dilihat pada Gambar 1. 
Hasil penelitian menunjukkan bahwa 
kadar karoten dan klorofil maksimum diperoleh 
pada kondisi proses suhu 50 ⁰C, tekanan 23,32 
MPa dan durasi waktu 60 menit, yaitu 
menghasilkan kadar karoten sebesar 95,84 
µg/ml dan klorofil sebesar 495,6 µg/ml. Hal ini 
menunjukkan bahwa tekanan, waktu dan suhu 
sangat mempengaruhi ekstrak yang dihasilkan, 
selain dari kelarutan CO2. Hal tersebut sesuai 
dengan penelitian sebelumnya oleh Cardoso, 
Serrano, dan Rodríguez (2012), Wang et al. 
(2007), Mendiola et al. (2007), Canela et al. 
(2002), dan Careri et al. (2001).  
Proses ekstraksi Spirulina platensis untuk 
mendapatkan senyawa aktif dengan metode 
superkritis CO2. Selain menggunakan pelarut 
CO2, juga digunakan etanol sebagai co-solvent. 
Pelarut CO2 mempunyai karakteristik sifat 
polaritas yang rendah, sedangkan hasil yang 
diharapkan berupa karoten dan klorofil 
mempunyai karakteristik bersifat polaritas tinggi, 
sehingga membutuhkan pelarut yang 
mempunyai karakteristik polaritas yang tinggi. 
Salah satu pelarut yang mempunyai karakteristik 
polaritas tinggi adalah etanol (Nursa 2015). 
Pada penelitian sebelumnya, ekstraksi Spirulina 
platensis dilakukan dengan metode ultrasonikasi 
menggunakan pelarut air selama 45 menit 
menghasilkan kadar karoten sebesar 22,67 
mg/kg dan klorofil 4,3 µg/mL. Ekstraksi Spirulina 
platensis dengan metode maserasi 
menggunakan pelarut etanol, tidak terdeteksi 
adanya kadar klorofil (Agustina, Aidha, dan 
Oktarina 2018). Penelitian ini menunjukkan 
ekstraksi menggunakan pelarut CO2 dan etanol 
menghasilkan kadar karoten dan klorofil yang 
lebih tinggi dibandingkan dengan pelarut air. 
Evaluasi tingkat signifikansi dari masing-
masing faktor (suhu, tekanan dan waktu) 
terhadap respon (kadar karoten dan klorofil), 
dilakukan dengan analisis statistik ANOVA. Hasil 
ANOVA menunjukkan bahwa model kuadratik 
polinomial adalah model yang cocok untuk 
mewakili data percobaan. Data ANOVA untuk 
setiap variabel respon dan signifikansinya pada 
tingkat kepercayaan 95% dan koefisien 
korelasinya ditunjukkan pada Tabel 3. Faktor 
tekanan sangat berpengaruh signifikan terhadap 
kadar klorofil.  
Analisa ANOVA pada penelitian ekstraksi 
Spirulina platensis strain Pacifica dengan 
superkritis CO2 untuk mendapatkan karoten 
signifikan pada faktor tekanan (Careri et al. 
2001). Kenaikan tekanan akan menyebabkan 
kenaikan densitas cairan dan dapat 
meningkatkan kekuatan kelarutan dari CO2 yang 
akan menyebabkan recovery kuantitatif dan 
menurunakn interaksi antara cairan dan matriks 
sampel sebagai akibat dari penuruan koefesien 
difusi pada densitas cairan yang meningkat.  
Namun pada penelitian ini, berdasarkan analisa 
ANOVA, tidak terdapat adanya signifikansi 
antara faktor suhu dengan tekanan; suhu 
dengan waktu; dan tekanan dengan waktu.  
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Gambar 1. Hasil respon karoten dan klorofil berdasarkan faktor suhu, tekanan dan waktu proses 
ekstraksi 
 
 
Kadar Karoten 
Karoten merupakan tetraterpenoid yaitu 
terpenoid pigmen yang memiliki 40 atom karbon 
yang larut pada etanol (Macías-Sánchez et al. 
2007). Hasil penelitian ini menunjukkan 
hubungan antara suhu, tekanan, dan waktu 
dengan kadar karoten yang dihasilkan dari 
ekstraksi Spirulina platensis menggunakan 
superkritis CO2. Data hasil penelitian disajikan 
dalam bentuk respon permukaan 3 dimensi  
dapat dilihat pada Gambar 2. Pada Gambar 2a 
menunjukkan bahwa bertambah tingginya suhu 
ekstraksi dan tekanan ekstraksi tidak dapat 
meningkatkan kadar karoten yang dihasilkan. 
Pada waktu 240 menit, tekanan ekstraksi kurang 
dari 24,16 MPa, dan suhu ekstraksi yang 
beragam menunjukkan bahwa diperoleh kadar 
karoten yang tinggi yaitu mencapai 102,5 µg/ml. 
Akan tetapi, pada suhu ekstraksi yang lebih 
rendah (33,60 
o
C hingga 60 
o
C) dan tekanan 
dibawah 24,16 MPa, kadar karoten yang 
dihasilkan kurang dari 65 μg/ml. Namun, pada 
suhu dan tekanan ekstraksi yang lebih tinggi, 
dengan waktu 240 menit, menunjukkan 
perolehan kadar karoten yang dihasilkan 
menurun.  
Pada Gambar 2b menerangkan pengaruh 
waktu dan suhu terhadap kadar karoten pada 
tekanan 23,32 MPa. Diperoleh bahwa semakin 
lama durasi waktu dan suhu yang tidak terlalu 
tinggi dapat menaikkan kadar karoten yang 
dihasilkan. Pada tekanan 23,32 MPa dan suhu 
ekstraksi yang beragam, menunjukkan bahwa 
waktu ekstraksi lebih dari 92,58 menit akan 
diperoleh kadar karoten sebesar 90,5 μg/ml. 
Akan tetapi pada lama waktu ekstraksi (42,18-
240 menit) dan suhu lebih rendah dari 60 
o
C, 
kadar karoten yang dihasilkan kurang dari 49 
µg/ml. Hal tersebut disebabkan sifat dari karoten 
yang mudah terdegradasi oleh adanya suhu 
tinggi (Park et al. 2018).  
Pada Gambar 2c diketahui bahwa 
semakin bertambahnya waktu dan tekanan 
ekstraksi dapat meningkatkan kadar karoten. 
Pada suhu 33,80 
o
C menit dan waktu beragam 
menunjukkan tekanan ekstraksi kurang dari 
23,32 MPa, kadar karoten yang dihasilkan 
kurang dari 75 μg/ml, namun pada waktu suhu 
33.80 
o
C kadar karoten yang dihasilkan 
menurun. Hal ini terjadi, karena suhu ekstraksi, 
tekanan ekstraksi serta waktu ekstraksi 
mempengaruhi perolehan kadar karoten. Hasil 
ini sesuai dengan hasil dari berbagai waktu 
ekstraksi pada 200 bar (20 MPa) dan 50 ⁰C 
meningkatkan efisiensi ekstraksi secara 
signifikan hingga 6 jam dan kemudian tetap tidak 
berubah hingga 8 jam karena sistem mencapai 
kondisi keseimbangan (Srinivas et al. 2017). 
Karoten dari Spirulina ini dapat digunakan 
sebagai bahan untuk sediaan kosmetik dan 
farmasi.  
 
Kadar Klorofil 
 Klorofil mengandung bagian dua bagian, 
yang hidrofil (macrocycle) dan hidrofobik (phytol 
chain). Bagian hidrofil-macrocycle adalah 
cyclopentanone ring dan grup propionik ester 
(Queiroz et al. 2017). Klorofil merupakan hasil 
fotosintesis atau perpaduan antara warna merah 
dan warna biru terdapat pada mikroalga 
Spirulina, yang banyak digunakan untuk 
kesehatan. Kadar klorofil dipengaruhi suhu, 
tekanan, dan waktu.  
 Hasil penelitian ini menunjukkan 
hubungan antara suhu, tekanan dan waktu 
dengan kadar klorofil yang dihasilkan dari 
ekstraksi Spirulina platensis disajikan dalam 
bentuk respon permukaan 3 dimensi dapat 
dilihat pada Gambar 3. Pada Gambar 3a 
menjelaskan tentang hubungan antara antara 
suhu dan tekanan dengan durasi waktu 
maksimal yaitu 240 menit. Pada waktu 240 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Suhu 50 50 50 60 60 40 40 40 40 50 50 33.8 60 60 50 50 50 60 60 60 60
Tekanan 25 25 25 24 24 24 24 26 26 23.3 26.7 25 26 25 25 25 25 25 25 25 25
Waktu 43.2 60 77.3 50 70 50 70 50 70 60 60 70 50 45 120 180 240 60 120 180 240
Klorofil 0 0 65 0 133 75.6 51.5 134 288 496 235 137 281 207 64.9 32.8 17.8 80.6 53.5 27.7 23.7
Karotenoid 0 0 18.8 0 30.7 13.9 10.9 34.6 59.5 95.8 53 30.2 53.2 44.1 27.4 7.51 4.49 31.4 23.6 9.15 6.81
0
100
200
300
400
500
600
N
il
a
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menit, dengan suhu rendah dan tekanan 
maksimal yaitu 26,68 MPa akan didapatkan 
klorofil sebesar 326,208 µg/ml. Pada suhu 
rendah dan tekanan rendah akan didapatkan 
kadar klorofil yaitu 548,469 µg/ml. Kadar klorofil 
yang tinggi ditunjukkan dengan warna merah 
pada gambar, sedangkan warna biru 
menunjukkan tidak adanya klorofil. 
  Hubungan antara suhu dan waktu 
dimana kondisi tekanan minimum yaitu 23,32 
MPa dapat dilihat pada Gambar 3b. Pada 
kondisi suhu rendah dan durasi waktu 240 menit 
akan didapatkan kadar klorofil yang yaitu 
597,176 µg/ml. Hubungan tekanan dan waktu 
dengan kondisi suhu minimal (33,80 ⁰C) dapat 
dilihat pada Gambar 3c, kadar klorofil yang tinggi 
didapatkan pada tekanan minimal dan durasi 
maksimum. Kadar klorofil dapat mencapai 
561,846 µg/ml.  
Pada proses ekstraksi dengan CO2 
superkritis, semakin lama waktu ekstraksi 
(sesuai rentang ekstraksi yaitu 240 menit) maka 
kadar karoten dan klorofil akan semakin 
meningkat. Hasil serupa ditunjukkan pada 
penelitian ekstraksi Spirulina platensis dengan 
CO2 superkritis oleh Wang et al. (2007) dengan 
rentang ekstraksi hingga 4 jam dan Careri et al. 
(2001) yang mengekstraksi karoten selama 100 
menit. Klorofil hasil penelitian ini dapat 
digunakan sebagai pewarna pada sediaan 
farmasi dan kosmetik.  
Pada suhu yang makin meningkat 
(dengan rentang 33,8 C hingga 60 C), kadar 
karoten dan klorofil cenderung menurun. Hal 
tersebut diakibatkan karena suhu yang tinggi 
dapat merusak dan mendegradasi klorofil (Choi 
dan Lee 2018). Penelitian oleh Canela et al. 
(2002) mengenai ekstraksi Spirulina maxima 
dengan CO2 superkritis dengan hasil karoten 
pada rentang suhu 20 C sampai 70 C 
menunjukkan kadar karoten akan mencapai 
puncak pada suhu 60 C dan akan mengalami 
penurunan setelahnya.   
 
Optimasi proses ekstraksi menggunakan 
metode superkritis CO2 
Optimasi merupakan metode untuk 
mendapatkan kondisi yang optimum dari suatu 
proses. Apabila kondisi optimum sudah 
diperoleh, maka akan dapat menghemat biaya, 
waktu dan energi dalam pengoperasian proses 
tersebut. Penelitian ini menggunakan proses 
ekstraksi CO2 superkritis pada mikroalga 
Spirulina platensis Dalam melakukan proses 
ekstraksi CO2 superkritis sebagai indikator yang 
penting adalah kelarutan CO2 dalam kondisi 
kritis, sehingga pada penelitian ini flow rate CO2 
dalam kondisi tetap. Variabel yang digunakan 
adalah tekanan, waktu dan suhu.  
Data penelitian pada Gambar 1. 
selanjutnya diproses dengan menggunakan 
metode permukaan tanggap. Kemudian 
diperoleh model matematika yang mewakili 
hubungan antara faktor (suhu, tekanan dan 
waktu) terhadap respon (kadar karoten dan 
klorofil). Dengan menganalisa respon 
permukaan dan secara matematis menghitung 
nilai tertinggi dari variabel pada range penelitian 
(eksperimen), maka akan didapatkan kondisi 
ekstraksi terbaik (teroptimum) pada range 
penelitian (eksperimen). Hasil akhir dari model 
untuk total klorofil dan karoten adalah: 
 
Klorofil  : 
57.75 - 62.44A - 24.92B +24.04C+ 7.01AB - 67.75AC 
- 57.13BC + 64.48A
2 + 303.88B
2
 - 19.80C
2
 (5)   
 
Karoten : 
19.30 - 10.30A - 9.05B + 2.66C - 0.21AB - 12.38 AC - 
20.83BC + 12.79A
2
 + 56.30B
2
 
- 11.81C
2
  (6) 
 
Berdasarkan model tersebut, proses 
ekstraksi CO2 superkritis yang optimal 
didapatkan pada kondisi proses (faktor) suhu 
optimal 38,57 ⁰C; tekanan optimal 23,43 MPa 
dan waktu proses selama 227,55 menit. Hasil 
kadar karoten dan klorofil (respon) maksimal 
yang diperoleh pada kondisi optimal tersebut 
adalah 512,403 µg/ml dan 105,701 µg/ml. 
 
 
Tabel 3. Tingkat Signifikan ANOVA Model Response Surface Quadratic 
P>F Klorofil (µg/ml) Karoten (µg/ml) 
 
Model 0.2138 0.2500 
 A-Suhu 0.5079 0.5804 
 B-Tekanan 0.9677 0.9408 
 C-Waktu 0.7628 0.8660 
 AB 0.8618 0.9914 
 AC 0.5149 0.5479 
 BC 0.9379 0.8862 
 A
2
 0.4044 0.4043 
 B
2
 0.0073 0.0107 Signifikan 
C
2
 0.8115 0.4778 
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(a) (b) (c) 
Gambar 2. Respon permukaan 3 dimensi kadar karoten berdasar faktor suhu, tekanan dan waktu :  
  (a) faktor suhu dan tekanan, dengan faktor waktu maksimal 240 menit; (b) faktor suhu 
dan waktu dengan tekanan minimal 23,32 MPa; (c) faktor tekanan dan waktu dengan 
suhu  minimal 33,80 ⁰C 
 
 
 
 
 
(a) (b) (c) 
Gambar 3. Respon permukaan 3 dimensi kadar klorofil berdasar faktor suhu, tekanan dan waktu :                                 
(a) faktor suhu dan tekanan, dengan faktor waktu maksimal 240 menit; (b) faktor suhu dan 
waktu dengan tekanan minimal 23,32 MPa; (c) faktor tekanan dan waktu dengan suhu  
minimal 33,80 ⁰C 
 
Tabel 4. Data hasil analisis proses ekstraksi superkritis CO2 menggunakan CCD  
 
Name Goal 
Lower 
Limit 
Upper 
Limit 
Lower 
Weight 
Upper 
Weight 
Importance 
Suhu is in range  33.8 60 1 1 3 
Tekanan is in range  23.32 26.68 1 1 3 
Waktu is in range  43.18 240 1 1 3 
Klorofil maximize  0 495.57 1 1 3 
Karotenoid maximize  0 95.54 1 1 3 
 
 Number     Suhu Tekanan Waktu Klorofil Karotenoid Desirability 
 1 38.57 23.43 227.55 512.403 105.701 1.000 Selected 
 2 34.60 23.35 141.78 507.092 103.377 1.000 
 3 39.36 23.38 212.11 504.158 105.49 1.000 
 4 35.50 23.32 163.58 533.906 110.005 1.000 
 5 36.24 23.41 176.21 503.808 104.793 1.000 
 6 36.46 23.37 176.43 516.925 107.42 1.000 
 7 34.56 23.49 183.13 509.499 105.284 1.000 
 8 34.11 23.40 174.70 543.195 111.613 1.000 
 9 41.46 23.34 217.78 495.966 104.635 1.000 
 10 38.72 23.47 232.50 500.141 102.868 1.000 
 11 40.11 23.32 213.02 518.499 108.696 1.000 
 12 34.89 23.58 216.21 511.728 104.514 1.000 
  
KESIMPULAN 
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 Ekstraksi karoten dan klorofil dari 
Spirulina platensis dengan teknologi superkritis 
CO2 dan menggunakan etanol sebagai co- 
solvent menunjukkan bahwa variabel suhu, 
tekanan dan waktu berpengaruh terhadap hasil 
ekstrak. Hasil penelitian menunjukkan bahwa 
peningkatan suhu dan tekanan akan 
menurunkan kadar karoten dan klorofil, 
sedangkan peningkatan lama waktu akan 
menaikan kadar karoten dan klorofil. Kondisi 
optimum ekstraksi superkritis CO2 pada 
mikroalga Spirulina platensis yang didapat 
dengan menggunakan metode permukaan 
tanggap CCD adalah suhu 38,57 ⁰C; tekanan 
23,43 MPa dan waktu proses selama 227,55 
menit. Kadar karoten maksimal yang diperoleh 
pada kondisi optimum tersebut adalah 512,403 
µg/ml dan kadar klorofil sebesar 105,701 µg/ml. 
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